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Resumo 
O (bio)etanol e o biogás são combustíveis renováveis que podem ser produzidos a partir 
de biomassa lenho-celulósica, através de um processo de hidrólise e fermentação, ou digestão 
anaeróbica, respetivamente. O bagaço de cana-de-açúcar constitui um potencial substrato para 
a produção destes biocombustíveis, uma vez que possui um elevado conteúdo em hidratos de 
carbono e é um resíduo abundante nas indústrias produtoras de açúcar. 
Uma das etapas cruciais no processo de conversão do bagaço de cana-de-açúcar em 
biocombustíveis é o seu pré-tratamento, necessário devido à sua complexa estrutura lenho-
celulósica. Este pré-tratamento é realizado com o objetivo de melhorar a acessibilidade das 
enzimas aos polissacarídeos.  
 No presente trabalho foi testado um pré-tratamento de explosão a vapor adaptado, 
aplicado a bagaço de cana-de-açúcar, a uma temperatura de 185ºC e com diferentes condições 
de tratamento (razão biomassa/água e tempo). A biomassa pré-tratada foi posteriormente 
submetida a um procedimento de hidrólise enzimática (complexo de celulases), no fim do qual 
se analisou o hidrolisado para quantificação dos açúcares redutores, recorrendo ao método do 
ácido 3,5-dinitro salicílico (DNS). 
Os resultados obtidos demonstram que este tratamento de explosão a vapor adaptado 
não facilita a acessibilidade das enzimas aos polissacarídeos. Por comparação com a biomassa 
sem pré-tratamento, o rendimento em açúcares redutores obtido na hidrólise da biomassa pré-
tratada foi significativamente inferior – cerca de 60%. 
Recorrendo a dados da literatura referentes a um processo de explosão a vapor comum, 
estimou-se que a realização deste pré-tratamento permite um aumento de rendimento em 
biogás de cerca de 34%. Relativamente ao bioetanol, o rendimento obtido sem a realização do 
pré-tratamento é apenas 8% do rendimento atingido com a sua realização. 
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Abstract 
 
 Ethanol and biogas are renewable fuels that can be produced from lignocellulosic 
biomass, through a process of hydrolysis and fermentation, or by anaerobic digestion, 
respectively. Sugarcane bagasse is known as a potential substrate for the production of these 
biofuels, since it has a high content in carbohydrates and it is an abundant residue in the sugar 
producing industries. 
 One of the crucial steps in the process of conversion of sugarcane bagasse to biofuels is 
its pretreatment, necessary due to its complex lignocellulosic structure. This pretreatment is 
performed with the purpose of improving enzyme accessibility to polysaccharides. 
  In the present work, an adapted steam explosion pretreatment has been tested and 
applied to sugarcane bagasse, at a temperature of 185ºC with different treatment conditions 
(ratio biomass/water). The pretreated bagasse was subsequently subjected to an enzymatic 
hydrolysis procedure (cellulase complex), after which the hydrolyzate was analyzed for 
quantification of reducing sugars using the 3,5-dinitrosalicylic acid method (DNS). 
 The results showed that this treatment doesn’t enhance the accessibility of enzymes to 
the polysaccharides. Compared to non-pretreated biomass, the yield of reducing sugar obtained 
from the hydrolysis of pretreated biomass was significantly lower- about 60%.  
 Using data available in the literature, which regards a common steam explosion process, 
it was possible to show that this pre-treatment allows an improvement of the biogas yield of 
about 34%. The bioethanol yield obtained from the non-pretreated biomass is 8% of the yield 
obtained with this pretreatment. 
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1 Introdução 
1.1 Enquadramento e Apresentação do Projeto 
 Aproximadamente 80% da energia primária gerada no mundo provém de combustíveis 
fósseis, não renováveis: carvão, gás natural e petróleo (IEA, 2012). Com base no consumo atual, 
estima-se que as reservas de petróleo, gás natural e carvão durem apenas mais 50, 60 e 120 
anos, respetivamente (BPSR, 2011).  
 A combustão dos combustíveis fósseis liberta grandes quantidades de dióxido de carbono 
para a atmosfera, promovendo a intensificação do efeito de estufa e consequentes alterações 
climáticas. Devido à crescente procura mundial de energia primária e preocupação acerca do 
impacto negativo no ambiente do uso dos combustíveis fósseis, a investigação de novas fontes 
de energia renovável tem vindo a tornar-se uma prioridade (Amores et al., 2013). 
Os biocombustíveis, fontes de energia limpa e renovável, constituem uma possível 
solução para redução da dependência do petróleo e redução das emissões de dióxido de carbono 
no sector dos transportes (IEA, 2011).  
O biometano, biogás purificado, é uma alternativa para redução da dependência nos 
combustíveis fósseis. Este é um biocombustível gasoso, equivalente ao gás natural de origem 
fóssil, que pode ser produzido através da digestão anaeróbia de matéria orgânica (Amores et 
al., 2013). 
 O bioetanol é um biocombustível líquido, produzido a partir da fermentação de açúcares 
ou amido provenientes de biomassa. A sua combustão resulta numa baixa emissão de compostos 
como monóxido de carbono e óxidos de azoto, assim como numa menor emissão de dióxido de 
carbono em comparação com os combustíveis fósseis (Amores et al., 2013). 
A biomassa lenho-celulósica é uma matéria-prima atrativa para a produção destes 
biocombustíveis, pois é uma fonte de açúcares amplamente disponível na Terra. Este tipo de 
biomassa consiste maioritariamente em três tipos de polímeros: celulose, hemicelulose e 
lenhina. Os hidratos de carbono presentes podem ser fermentados após a hidrólise, ou digeridos 
em condições anaeróbias fazendo deste tipo de biomassa um potencial substrato para a 
produção de biogás e de bioetanol (Zheng et al, 2014). Porém, as características deste tipo de 
biomassa, a nível estrutural e químico, fazem com que esta, sem um pré-tratamento adequado, 
seja resistente à biodegradação (Zheng et al., 2014). Adicionalmente, as estirpes de 
microorganismos mais usadas a nível industrial para a fermentação da biomassa, não são 
capazes de assimilar de forma eficiente todos os açúcares existentes na biomassa, o que diminui 
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a conversão e o rendimento de todo o processo, desencorajando os projetos a grande escala 
para produção de bioetanol a partir deste tipo de biomassa (Sánchez, 2013). 
O pré-tratamento da biomassa é assim uma etapa importante no processo de conversão 
da biomassa em biocombustíveis, pois melhora consideravelmente a eficácia da hidrólise 
enzimática e da digestão anaeróbia (Mosier et al., 2004).  
No contexto das empresas de produção de açúcar, o bagaço da cana-de-açúcar é um 
resíduo abundante. Uma vez que este resíduo é um material lenho-celulósico, surge um grande 
interesse em desenvolver métodos para a sua utilização na produção de combustíveis e químicos 
que oferecem vantagens económicas e ambientais (Rabelo et al., 2011). A produção de 
biocombustíveis, como biogás ou bioetanol, poderia levar as indústrias de açúcar a tornarem-
se de certa forma autossuficientes, utilizando estes biocombustíveis no transporte de matérias-
primas e produtos. 
Uma vez que o pré-tratamento deste resíduo é uma etapa fundamental e dispendiosa do 
processo de produção de biocombustíveis, surge a necessidade de procurar soluções que 
permitam aumentar o rendimento em biocombustível e diminuir o custo total do processo. 
Este trabalho tem como objetivo a avaliação do efeito de um processo de pré-tratamento 
por explosão a vapor adaptado, na melhoria da acessibilidade das enzimas à celulose e 
hemicelulose. É feito também um estudo das alternativas de pré-tratamento mais utilizadas e 
o levantamento do potencial de produção de biocombustível gasoso e de bioetanol a partir do 
bagaço de cana-de-açúcar. 
1.2 Apresentação da Empresa 
A Sysadvance, Sistemas de Engenharia, S.A., é uma empresa que se dedica à área da 
tecnologia industrial e da integração de sistemas avançados de separação de gás. Esta empresa 
cria soluções para a indústria farmacêutica, aviação civil, indústria de componentes 
eletrónicos, indústria de alumínios, metalomecânica, indústria automóvel, indústria alimentar, 
entre outros.    
1.3 Contributos do Trabalho 
O trabalho realizado no âmbito desta dissertação permite avaliar o efeito de um processo 
de pré-tratamento de explosão a vapor alternativo na hidrólise enzimática do bagaço de cana-
de-açúcar. A melhoria da acessibilidade das enzimas à celulose e hemicelulose permitiria 
atingir um maior rendimento de biogás e bioetanol no final do processo de conversão da 
biomassa em estudo em biocombustíveis. 
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Este trabalho permite ainda a aquisição de conhecimentos acerca do processo de 
conversão do bagaço de cana-de-açúcar em biogás e bioetanol, assim como das alternativas de 
pré-tratamento de biomassa atualmente adotadas. 
1.4 Organização da Tese 
Esta dissertação é composta pelos seguintes capítulos: 
 Contexto e estado da arte 
 Descrição técnica e Discussão de Resultados 
 Rendimento em biocombustíveis  
 Conclusões 
 
No capítulo de contexto e estado de arte é apresentada inicialmente uma breve 
caracterização dos biocombustíveis em estudo, bioetanol e biogás. Em seguida aborda-se a 
composição e estrutura da biomassa lenho-celulósica para permitir uma melhor compreensão 
acerca da necessidade de realização de um pré-tratamento. Posteriormente, é efetuada uma 
breve descrição das etapas da conversão deste tipo de biomassa em bioetanol e biogás. O 
capítulo termina com a revisão bibliográfica dos pré-tratamentos de biomassa mais utilizados, 
sendo analisado de forma mais pormenorizada o processo de explosão a vapor.  
Na secção da descrição técnica e discussão de resultados começa-se por apresentar de 
forma detalhada todas as etapas realizadas em cada procedimento laboratorial, incluindo a 
explosão a vapor, a hidrólise enzimática, a quantificação dos açúcares redutores através do 
método de DNS e a espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier. Após esta 
descrição técnica são apresentados os resultados obtidos e respetiva discussão. 
No capítulo designado rendimento em biocombustíveis, é efetuada uma avaliação do 
aumento do rendimento em bioetanol e biogás originado pela aplicação do pré-tratamento de 
explosão a vapor comum, com base em artigos encontrados na literatura. 
Por último, no capítulo das conclusões, são apresentadas as conclusões que foram obtidas 
através da análise dos resultados. Neste capítulo é também feita a avaliação do grau de 
realização dos objetivos previamente traçados, uma revisão às limitações encontradas e são 
ainda registadas propostas de trabalhos a realizar no futuro.
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2 Contexto e Estado da Arte 
2.1 Biocombustíveis 
Os biocombustíveis são combustíveis líquidos ou gasosos, fontes de energia renováveis, 
produzidos a partir de biomassa - matéria orgânica derivada de plantas ou animais (IEA, 2011). 
Os biocombustíveis são classificados de acordo com a origem e processamento da 
biomassa, em primeira, segunda e terceira geração. Os biocombustíveis de primeira geração 
são produzidos recorrendo a produtos agrícolas ou agroindustriais, como cana-de-açúcar, 
beterraba sacarina e diversos cereais. Os hidratos de carbono presentes nestes substratos 
podem ser diretamente fermentados. A principal desvantagem da produção dos biocombustíveis 
de primeira geração é o facto de esta solução poder competir com a utilização destas espécies 
para fins alimentares (Naik et al, 2010). Este problema de competição é ultrapassado pela 
produção de biocombustíveis de segunda geração, que são obtidos através de resíduos, 
maioritariamente biomassa lenho-celulósica. O uso deste tipo de resíduos apresenta a vantagem 
de serem uma matéria-prima barata e tipicamente abundante. Os biocombustíveis de terceira 
geração são derivados de microalgas (Dragone et al., 2010).  
 
2.1.1 Biogás 
O biogás é um biocombustível gasoso composto maioritariamente por metano (CH4), 50-
75%, e dióxido de carbono (CO2), 25-50%. Dependendo do substrato e do processamento, pode 
apresentar vestígios de outros gases como sulfureto de hidrogénio (H2S), amoníaco (NH3), 
hidrocarbonetos voláteis e siloxanos (Braun, 2007). Este biocombustível pode ser produzido 
através da digestão anaeróbia de diversos tipos de matéria orgânica por microorganismos 
(Zheng et al., 2014).  
O biometano é obtido através da purificação do biogás. 
 
2.1.2 Bioetanol 
O bioetanol, de fórmula química CH3CH2OH, é um biocombustível líquido que pode ser 
produzido por fermentação de açúcares provenientes de diversos tipos de biomassa e diferentes 
tecnologias. O bioetanol pode ser produzido recorrendo a matérias-primas que contêm açúcar, 
amido, ou lenhocelulose (Mekala et al, 2014). 
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2.2 Biomassa lenho-celulósica 
A biomassa lenho-celulósica é um recurso orgânico abundante na biosfera. O termo lenho-
celulose está relacionado com a estrutura da parede celular da planta, composta por estruturas 
fibrosas, sobretudo polissacarídeos (celulose e hemicelulose). Estes componentes estão 
associados a uma estrutura macromolecular, denominada lenhina. (Pereira et al., 2008). Além 
dos três constituintes principais, celulose, hemicelulose e lenhina também estão presentes 
pequenas quantidades de pectina, proteínas, extrativos e cinzas (Kumar et al., 2009). 
No interior do complexo lenho-celulósico, a celulose é o principal constituinte estrutural 
das paredes celulares, apresentando uma estrutura fibrosa. A hemicelulose encontra-se 
posicionada entre as fibras de celulose. A lenhina é um polímero de compostos aromáticos que 
forma uma camada protetora das paredes das plantas apresentando uma função estrutural na 
matriz. Estes constituintes estão presentes em diferentes proporções, dependendo da planta 
(Harmsen et al, 2010). A interação e combinação entre a hemicelulose e a lenhina formam uma 
camada protetora da celulose, dificultando a sua degradação (Sánchez, 2013). 
Na figura 1 encontra-se representada a matriz de lenho-celulose característica deste tipo 
de materiais. Em geral, a biomassa lenho-celulósica é composta por 40-60% de celulose, 20-40% 
de hemicelulose e 10-25% de lenhina, em base seca (Sánchez, 2013). 
 
Figura 1- Esquema da estrutura de lenho-celulose (Pereira et al., 2008). 
 
 Celulose 
  A celulose consiste num polissacarídeo linear, constituído por monómeros de glucose 
ligados através de ligações β-1,4-glicosídicas. Apresenta tipicamente um grau de polimerização 
de 800-10.000 unidades (Potumarthi et al, 2013). 
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 Devido à sua natureza linear e às pontes de hidrogénio formadas entre os grupos 
hidroxilo da mesma cadeia ou de diferentes cadeias de celulose, esta apresenta microfibras 
cristalinas muito estáveis e por isso difíceis de quebrar (Sánchez, 2013). 
 As moléculas de celulose têm diferentes orientações ao longo da estrutura, possuindo 
diferentes níveis de cristalinidade. A fórmula química da celulose é (C6H10O5)n e a estrutura 
deste polímero está representada na figura 2.   
 
Figura 2- Demonstração das pontes de hidrogénio entre cadeias de celulose (Harmsen, 2010). 
  
Hemicelulose 
  A hemicelulose é um polissacarídeo heterogéneo composto por diferentes monómeros, 
incluindo hexoses (glucose, galactose, manose), pentoses (xilose, arabinose) e ácidos urónicos 
(Hendricks, 2009). Consiste em cadeias curtas ramificadas de, em média, 200 unidades de 
monossacarídeos. Este polissacarídeo apresenta uma composição e estrutura diferente, 
dependendo da sua fonte. O tipo de hemicelulose mais comum é o xilano, que apresenta uma 
cadeia polimérica ramificada composta por monómeros de xilose (Harmsen, 2010). 
 A hemicelulose não apresenta estrutura cristalina devido sobretudo à presença de 
ramificações e de grupos acetilo ligados à cadeia polimérica. A baixa temperatura a 
hemicelulose é insolúvel em água (Harmsen, 2010). 
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 Lenhina 
 A lenhina é um polímero tridimensional amorfo, muito complexo, formado por unidades 
fenilpropano, ligadas através de ligações C-C e C-O-C (Jorgensen, 2007). A lenhina é formada 
através da polimerização de três monómeros diferentes: álcool cumarílico, álcool coniferílico 
e álcool sinapílico, que diferem nos substituintes do anel aromático (Pereira Jr, N., 2008). Os 
monómeros constituintes da lenhina apresentam-se na figura 3. 
 
Figura 3- Monómeros constituintes da lenhina. a) álcool cumarílico; b) álcool coniferílico c) 
álcool sinapílico (Doherty, 2010).     
 A lenhina é hidrofóbica e muito resistente à degradação química e biológica (Potumarthi 
et al, 2013).  
 
2.2.1 Bagaço de cana-de-açúcar 
A cana-de-açúcar (pertencente ao género Saccharum), é uma gramínea perene cultivada 
em países tropicais e sub-tropicais.  
 Estima-se que, em 2012, a produção mundial de cana-de-açúcar foi de 
aproximadamente 1,8 biliões de toneladas, sendo que, somente no Brasil, foram produzidas 
721 milhões de toneladas (FAO, 2012). Por cada tonelada de cana-de-açúcar colhida, são 
produzidos 270-280 kg de bagaço (50% de humidade) (Rocha et al., 2011). 
 O bagaço da cana-de-açúcar é o resíduo fibroso obtido após a extração do sumo da cana-
de-açúcar no processo de produção de açúcar. Este resíduo fibroso é constituído por 40-45% de 
celulose, 25-35% de hemicelulose, 15-25% de lenhina, e aproximadamente 1-4% de cinzas, como 
se pode verificar através dos dados referidos na tabela 1. Devido ao seu baixo conteúdo em 
cinzas, o bagaço apresenta inúmeras vantagens em processos de bioconversão com utilização 
de culturas microbianas, relativamente a outros resíduos como a palha de arroz e palha de 
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trigo, que apresentam um conteúdo de cinzas de 17,5% e 11%, respetivamente (Pandey et al., 
2000). 
Tabela 1- Composição química do bagaço de cana-de-açúcar (% m/m, em base seca) referida 
na literatura. 
Componente (%) 
Referência 
Zhao et al. 
(2009) 
Canilha et al. 
(2011) 
Teixeira et al. 
(2000) 
Silva  
(2009) 
Rocha et al. 
(2014) 
Celulose 45,0 45,0 39,6 42,8 44,3 
Hemicelulose 31,8 25,8 29,7 25,9 27,1 
Lenhina 20,3 19,1 24,7 22,1 20,9 
Cinzas 1,4 1,0 4,1 1,4 1,2 
Outros 1,5 9,1 1,9 7,8 6,5 
 
 Tipicamente, o bagaço é utilizado como combustível nas unidades de energia das 
indústrias produtoras de açúcar. Porém, devido à elevada quantidade de hidratos de carbono 
presentes neste resíduo, este pode ser eficazmente aproveitado para a produção de 
biocombustíveis. 
 
2.3 Conversão de biomassa lenho-celulósica em biocombustíveis 
O processo de conversão de biomassa lenho-celulósica em bioetanol e em biogás inicia-
se com um passo de pré-tratamento da biomassa, devido à complexidade da sua estrutura, com 
o objetivo de melhorar a acessibilidade das enzimas à celulose. 
Após este pré-tratamento o processo difere conforme o produto final seja bioetanol ou 
biogás. De seguida irá ser explicado separadamente o processo de produção de cada um destes 
biocombustíveis. A etapa inicial de pré-tratamento é discutida em detalhe na secção 2.4.
  
2.3.1 Processo de produção de bioetanol 
O processo de produção de bioetanol de segunda geração, a partir de biomassa lenho-
celulósica, requer tipicamente a realização das seguintes etapas: pré-tratamento, 
detoxificação, hidrólise, fermentação e separação do etanol (Sánchez, 2013). Este processo 
encontra-se ilustrado na figura 4. 
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Figura 4- Processo de produção de bioetanol (Canilha et al., 2012). 
O pré-tratamento apresenta um papel muito importante no processo de conversão de 
biomassa em bioetanol, sendo realizado com o fim de melhorar a acessibilidade das enzimas à 
celulose. Como referido anteriormente, o processo de pré-tratamento é abordado em detalhe 
na secção 2.4. 
Após a quebra do complexo lenho-celulósico no pré-tratamento, vários compostos de 
degradação podem ser libertados, formados devido à presença de ácidos, elevadas 
temperaturas e/ou altas pressões. Estes produtos podem ser tóxicos para os microorganismos 
da fermentação, tornando-se necessário incluir uma etapa de detoxificação e neutralização da 
biomassa pré-tratada, que pode ser física, química ou biológica (Sánchez, 2013). 
A posterior realização de uma etapa de hidrólise é fundamental para a formação de 
monossacarídeos a partir da fração de celulose existente na biomassa, uma vez que os 
microorganismos mais utilizados neste processo não são capazes de assimilar a celulose. Esta 
etapa de hidrólise pode ser realizada de forma química, recorrendo a ácidos, ou enzimática, 
através da adição de celulases- classe de enzimas que catalisam a hidrólise da celulose.  
Tecnologias que recorrem a ácido diluído, utilizam tipicamente temperaturas elevadas 
(aproximadamente 240ºC) na presença de ácido sulfúrico ou outro ácido para hidrolisar a 
celulose. Porém, a severidade destas condições pode levar à degradação da glucose em furfural, 
fazendo com que este método não atinja rendimentos acima de 50%, 60%. Este baixo 
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rendimento faz com que este tipo de processos não seja economicamente viável (Wyman, 
1996). 
 Outra alternativa consiste em utilizar ácidos concentrados (H2SO4 a 30-70%) a baixas 
temperaturas. Estes processos alcançam altos rendimentos, porém a recuperação do ácido, 
necessária por razões ambientais e económicas, é ainda um processo dispendioso (Wyman, 
1996). O facto de ser necessário um reator resistente à corrosão pode ser outra limitação à sua 
implementação. 
 A hidrólise enzimática evita condições extremas de hidrólise, ocorrendo a um pH entre 
4,8-5,0 e a uma temperatura de 45-50ºC; evita problemas de corrosão dos equipamentos; gera 
uma quantidade desprezível de produtos secundários e resulta num alto rendimento em 
açúcares. Porém, este tipo de hidrólise tem restrições relativamente à estrutura da biomassa 
(Canilha et al., 2012), e, comparativamente à hidrólise ácida, é um processo mais demorado e 
mais dispendioso (Sánchez, 2013). 
Os sistemas de celulases utilizados são compostos por 3 tipos de enzimas: 
endoglucanases, exoglucanases e β-glucosidases. As endoglucanases clivam zonas amorfas da 
celulose de forma aleatória, originando oligossacarídeos de cadeias de diferentes tamanhos. As 
exoglucanases actuam nas extremidades das cadeias de celulose, libertando glucose ou 
celobiose (dissacarídeo composto por duas moléculas de glucose). As glucosidades hidrolisam a 
celobiose em glucose (Lynd et al, 2002). A ação combinada destas enzimas leva à conversão de 
celulose em glucose, como ilustrado na figura 5. 
 
Figura 5- Hidrólise enzimática da celulose (Held, 2012). 
 Em geral, o custo das enzimas é elevado, constituindo uma limitação à implementação 
deste processo na conversão de biomassa em bioetanol (Sánchez, 2013). 
 Após a hidrólise da celulose, é realizada a fermentação, onde os açúcares formados são 
convertidos em etanol recorrendo a uma ou mais estirpes de microorganismos. Existem 
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atualmente várias opções de fermentação, dependendo do tipo de açúcares assimilados pelos 
microorganismos do processo e da configuração tecnológica do processo. As hexoses obtidas 
podem ser facilmente fermentadas em etanol, porém as pentoses apenas são fermentadas por 
determinadas estirpes de microorganismos (Hendricks, 2009). 
 O conteúdo em etanol do caldo fermentativo é tipicamente de 2,5 a 10% (em massa). A 
utilização do etanol como biocombustível requer uma concentração de 99,5% de etanol, sendo 
portanto necessário uma etapa de recuperação do etanol. A recuperação consiste num processo 
de destilação, dando origem a uma solução composta por 90-92% de etanol. Para atingir a 
pureza desejada, são aplicados processos de separação, nomeadamente destilação azeotrópica, 
destilação extrativa, adsorção e pervaporação (Sánchez, 2013). 
  
2.3.2 Processo de produção de biogás 
Contrariamente ao processo de produção de bioetanol, em que é necessário um passo 
de hidrólise enzimática para hidrolisar os polissacarídeos existentes, no processo de produção 
de biogás os microorganismos presentes na digestão anaeróbia têm o seu próprio sistema de 
enzimas hidrolíticas (Zheng et al., 2014). Desta forma, após o pré-tratamento, a biomassa é 
diretamente submetida à digestão anaeróbia. 
Os microorganismos da digestão anaeróbia são capazes de utilizar uma vasta gama de 
compostos orgânicos, incluindo pentoses e hexoses, por isso o principal objetivo do pré-
tratamento é aumentar a acessibilidade ao conteúdo em holocelulose (hemicelulose e celulose) 
da biomassa lenho-celulósica. É importante que as diferentes frações sejam preservadas sem 
degradação ou perda de matéria orgânica e a formação de produtos de inibição seja limitada 
(Odhner et al., 2012). 
A digestão anaeróbia é um processo biológico no qual a matéria orgânica é decomposta 
por microrganismos, sem presença de oxigénio, em metano e dióxido de carbono (Braun, 2007). 
Este processo biológico consiste numa série de reações, catalisadas por diferentes espécies de 
bactérias. Na fase inicial de hidrólise, a celulose e hemicelulose são hidrolisadas a 
monossacarídeos através de enzimas hidrolíticas extracelulares. As proteínas, pectinas e amido, 
se presentes na biomassa, são também hidrolisadas a monómeros. Os monómeros produzidos 
são posteriormente metabolizados na fase de acidogénese, por bactérias anaeróbias com a 
produção de ácidos orgânicos, principalmente ácido acético e ácido propiónico. Estes produtos 
servem como substrato na fase seguinte de acetogénese, na qual são convertidos por bactérias 
acetogénicas, produzindo hidrogénio, dióxido de carbono e acetato. Por fim, na metanogénese, 
os microorganismos produzem metano a partir das moléculas formadas na acetogénese 
(Deublein, 2008). A fase inicial de hidrólise na digestão anaeróbia é uma etapa limitante de 
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todo o processo, podendo ser significativamente reduzido o tempo necessário à hidrólise 
através de um pré-tratamento apropriado. 
O biogás produzido pode ser então purificado a biometano, através da remoção do 
dióxido de carbono, do sulfureto de hidrogénio (dessulfurização) e de outros compostos 
vestigiais. 
2.4 Pré-tratamento de biomassa lenho-celulósica 
O pré-tratamento de biomassa lenho-celulósica apresenta um papel fundamental no 
processo de produção de biocombustíveis. Esta etapa do processo é necessária para alterar a 
estrutura e composição da biomassa, tornando a celulose mais acessível às enzimas, fazendo 
com que a hidrólise dos hidratos de carbono seja mais rápida e alcance rendimentos mais 
elevados (Zheng et al., 2014). 
O pré-tratamento da biomassa é realizado com os seguintes objetivos (Sánchez, 2013):  
 Quebra da matriz de hemicelulose e celulose; 
 Redução do grau de cristalinidade da celulose e aumento da fração de celulose 
amorfa; 
 Hidrólise da hemicelulose e formação de hexoses e pentoses derivadas; 
 Libertação e degradação parcial da lenhina; 
 Aumento da porosidade da biomassa; 
 Redução da formação de produtos secundários que inibam os passos de hidrólise e 
fermentação; 
 Eliminação da necessidade de redução do tamanho da biomassa. 
A melhoria da acessibilidade da enzima à celulose é devida à disrupção da estrutura 
natural e resistente da biomassa lenho-celulósica, através da remoção da fração de 
hemicelulose, rompimento da estrutura cristalina da celulose e remoção parcial da lenhina 
(Brodeur et al., 2011). Na figura 6 é ilustrado o efeito do pré-tratamento na estrutura da 
biomassa lenho-celulósica.  
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Figura 6- Efeito do pré-tratamento na estrutura da biomassa lenho-celulósica (Tong et al., 
2013) 
 Devido à grande heterogeneidade da lenho-celulose, não é possível selecionar um pré-
tratamento como o mais eficiente. Um pré-tratamento para ser eficiente deve: melhorar a 
digestão da biomassa na digestão anaeróbia; evitar a degradação e perda de hidratos de 
carbono; evitar a formação de produtos de inibição; não ser muito dispendioso, ou seja, 
apresentar baixos custos operacionais e de equipamento; e não prejudicar o ambiente (Zheng 
et al., 2014). 
 A etapa de pré-tratamento é considerada como um dos passos mais dispendiosos do 
processo de conversão da biomassa em biocombustíveis (Mosier et al., 2004). Porém, com o 
avanço das tecnologias de pré-tratamento, acredita-se que este processo tem um grande 
potencial de melhoria de eficiência e redução dos custos.   
 O pré-tratamento realizado antes da digestão anaeróbia para produção de biogás tem o 
mesmo objetivo que o pré-tratamento realizado antes da hidrólise na produção de bioetanol, 
porém, o pré-tratamento anterior à digestão anaeróbia deve ter condições menos extremas 
uma vez que os microorganismos são capazes de degradar por si próprios a hemicelulose e a 
celulose cristalina (Teghammar, 2013). 
2.4.1 Tipos de pré-tratamento 
Durante os últimos 50 anos, têm vindo a ser estudados diferentes métodos de pré-
tratamento. Tendo em conta o tipo de compostos envolvidos e as reações envolvidas, estes são 
usualmente divididos em quatro tipos: físico, químico, biológico e físico-químico.  
2.4.1.1 Pré-tratamentos físicos 
 Os pré-tratamentos físicos, nomeadamente a moagem, baseiam-se na redução da 
cristalinidade e do tamanho de partícula do substrato. Esta redução leva a um aumento da área 
superficial específica e à redução do grau de polimerização. Este processo não produz inibidores 
microbianos e usualmente conduz ao aumento do rendimento em biometano e bioetanol. 
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Porém, este método apresenta um elevado consumo energético, tornando-o pouco atrativo 
economicamente (Hendricks, 2009). Os pré-tratamentos físicos incluem também o tratamento 
com ultrassons e radiação. 
2.4.1.2 Pré-tratamentos biológicos 
 Os pré-tratamentos biológicos recorrem a microorganismos para uma degradação 
seletiva de lenhina e hemicelulose. Os microorganismos utilizados são normalmente fungos e 
actinomicetes (Kubicek, 2013). As vantagens deste tratamento são o baixo consumo energético, 
baixa produção de resíduos e baixo impacto ambiental (Gupta et al, 2014). Porém, o longo 
tempo de pré-tratamento (de algumas horas a alguns dias) limita o uso destes processos em 
aplicações industriais (Zheng et al., 2014).  
2.4.1.3 Pré-tratamentos químicos 
  Os pré-tratamentos químicos incluem o tratamento “organosolv”, o tratamento com 
adição de ácido ou base e a deslenhificação oxidativa (Potumarthi, 2013).  
 Os processos organosolv recorrem a solventes orgânicos, como etanol, metanol, acetona 
e etilenoglicol, para remoção da lenhina e hidrólise da hemicelulose (Harmsen, 2010). 
A deslenhificação oxidativa consiste na remoção da lenhina através de um tratamento 
com agentes oxidantes como peróxido de hidrogénio, ozono e oxigénio. A eficácia deste 
tratamento é atribuída à elevada reatividade compostos com os anéis aromáticos (Harmsen, 
2010). 
 Nos tratamentos em que há adição de um ácido como catalisador, normalmente ácido 
sulfúrico, verifica-se essencialmente a hidrólise da hemicelulose, permanecendo a lenhina e a 
celulose como sólidos. No caso da adição de uma base, normalmente hidróxido de sódio, ocorre 
a remoção da lenhina da biomassa, podendo existir também a solubilização da hemicelulose 
(Gupta et al, 2014). 
2.4.1.4 Pré-tratamentos físico-químicos 
 Relativamente aos pré-tratamentos físico-químicos, os mais utilizados são: explosão de 
fibras com amoníaco (AFEX, Ammonia Fiber Explosion), a explosão a vapor, e tratamento com 
água líquida a elevada temperatura (LHW, Liquid Hot Water). 
 O tratamento AFEX recorre à exposição da biomassa a amoníaco, a pressões elevadas e 
temperaturas moderadas, com um determinado tempo de residência, ao fim do qual a pressão 
é reduzida subitamente. A temperatura utilizada neste processo encontra-se tipicamente entre 
60 a 100ºC, significativamente menor que a temperatura utilizada num processo de explosão a 
vapor, levando a um menor consumo energético (Brodeur et al., 2011). 
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 O grau de disrupção da estrutura da biomassa depende da temperatura, uma vez que 
afeta a rapidez com que o amoníaco vaporiza no momento da despressurização. O tempo de 
residência utilizado é de 5 a 30 minutos, dependendo do grau de saturação necessário para 
cada tipo de biomassa. A quantidade de amoníaco impregnada depende também do tipo de 
biomassa utilizada, porém é tipicamente 1 kg por kg de biomassa (Brodeur et al., 2011). 
 Este tratamento tem a vantagem da baixa formação de produtos de degradação devido 
às condições moderadas, e de provocar a disrupção da ligação entre a lenhina e os hidratos de 
carbono. As desvantagens deste processo centram-se essencialmente nos custos associados à 
reciclagem e tratamento do amoníaco (Brodeur et al., 2011). 
 O tratamento com água líquida a elevada temperatura (LHW) utiliza água a elevada 
temperatura e pressão de forma a manter a fase líquida para promover a desintegração e 
separação da matriz de lenhocelulose. As temperaturas utilizadas são de 160ºC a 240ºC e com 
tempos de residência de poucos minutos até uma hora. A grande diferença em relação ao 
processo de explosão a vapor é a inexistência de uma rápida descompressão (Brodeur et al., 
2011). A disrupção da matriz de lenho-celulose é alcançada pela penetração da água na 
biomassa, juntamente com a solubilização da hemicelulose. 
 
2.4.2 Explosão a vapor 
O pré-tratamento de explosão a vapor foi primeiramente desenvolvido e patenteado em 
1926, por Mason. Esta patente descreve um processo de explosão de vapor para a desintegração 
de madeira, onde pequenos fragmentos são submetidos a pressões elevadas no interior de uma 
câmara fechada durante um certo período de tempo, seguido da abertura de uma válvula para 
descompressão. 
 Em geral, no tratamento de explosão a vapor, a biomassa é aquecida por um certo 
tempo, tipicamente alguns minutos, através do contacto com uma corrente de vapor saturado 
a alta pressão (0,69 a 4,83 MPa) e a temperaturas de 160-260ºC (Zheng et al., 2014), fazendo 
com que o vapor penetre no material. Este sistema pressurizado sofre posteriormente uma 
descompressão súbita, causando a rutura da estrutura rígida das fibras da biomassa (Stelte, 
2013). 
 Os principais parâmetros do processo de explosão a vapor são o tamanho da biomassa, 
a temperatura e o tempo de residência. Em 1987, Overend e Chornet, desenvolveram um índice 
de severidade (R0) que é utilizado para otimizar este processo. R0 é função do tempo de reação, 
t, em minutos, e da temperatura, T, em °C (equação 2.1) (Stelte, 2013). 
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𝑅0 = ∫ exp (
𝑇−100
14,75
)
𝑡
0
𝑑𝑡     (2.1) 
 Este modelo apresenta algumas limitações, principalmente o facto de não ter em conta 
o tamanho da biomassa que tem uma grande influência no processo.  
 Segundo Garrote (1999) o tratamento por explosão a vapor apresenta as seguintes 
vantagens: não é necessária a utilização de reagentes, com exceção da água; permite a 
obtenção de um elevado rendimento em hemicelulose, com baixa formação de produtos de 
degradação; comparativamente com processos de hidrólise ácida, a explosão a vapor não 
necessita de equipamento tão resistente à corrosão devido ao pH do meio apresentar valores 
intermédios.  
 Uma das desvantagens deste processo é a ocorrência de uma possível degradação dos 
açúcares provenientes da hemicelulose durante este pré-tratamento, resultando numa perda 
de carbono para a produção de biometano (Hendricks, 2009). 
 
2.4.2.1 Explosão a vapor como pré-tratamento do bagaço de cana-de-açúcar 
Relativamente à sua utilização em bagaço de cana-de-açúcar, existem já publicados 
estudos de alguns autores, principalmente para produção de bioetanol. 
Em 1986, Kling et al. reportam um estudo sobre a melhoria da eficácia da hidrólise 
enzimática com a execução do pré-tratamento de explosão de vapor, aplicada ao bagaço da 
cana-de-açúcar. Foram aplicadas condições de temperatura e de tempo de 190-220ºC e 10-25 
minutos, respetivamente. As condições consideradas ótimas foram 190ºC e 10 minutos. 
Na sua publicação, Kaar et al. (1995) referem a utilização deste pré-tratamento com o 
fim de melhorar o rendimento em bioetanol do processo. A explosão de vapor foi realizada num 
reator de 10 L com uma câmara de descarga incorporada. Foram testadas 95 condições 
diferentes de pré-tratamento com variação da temperatura (188°C – 243°C) e do tempo de 
residência (0,5 – 44 min), sendo realizada a hidrólise enzimática após cada ensaio. A conversão 
em glucose obtida encontra-se entre 41% e 67%, relativamente a 13,8% de bagaço sem pré-
tratamento, aumentando esta conversão com a severidade do pré-tratamento. 
 Em Amores et al., (2013) os autores apresentam um estudo onde é realizada a explosão 
de vapor a uma amostra de bagaço de cana-de-açúcar seguido de uma sacarificação e 
fermentação em simultâneo. A explosão a vapor foi realizada numa instalação piloto de 2 L, 
ligada a um ciclone onde foi recuperada a biomassa e a porção líquida existente. A biomassa 
recuperada foi posteriormente submetida à hidrólise enzimática. Foram testadas as seguintes 
condições no passo de pré-tratamento: vapor saturado a 200°C, 215°C e 230°C durante 5 
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minutos. Relativamente aos resultados, foi obtido um maior rendimento de glucose no ensaio 
a 215°C. 
Relativamente ao estudo do uso da explosão a vapor no processo de produção de 
biometano a partir de bagaço de cana-de-açúcar, foram já apresentados alguns estudos. Em 
2014, Vivekanand investigou o potencial de biometano do bagaço, analisando o efeito deste 
pré-tratamento na eficiência da hidrólise enzimática e digestão anaeróbia. A conversão de 
celulose, assim como o rendimento em metano foi significativamente melhorada com a 
aplicação da explosão a vapor. Verificou-se que a acessibilidade à celulose aumenta com a 
severidade do pré-tratamento. Por outro lado, quanto maior for a severidade, maior é a 
degradação da xilose a furfural. Este facto demonstra que as condições ótimas de pré-
tratamento são um balanço entre a acessibilidade ao substrato e a sua degradação.
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3 Descrição Técnica e Discussão dos Resultados 
3.1 Materiais 
3.1.1 Bagaço de cana-de-açúcar 
O bagaço de cana-de-açúcar utilizado foi fornecido por uma fábrica local da Ilha da 
Madeira, uma semana após a colheita da cana-de-açúcar (variedade Saccharum officinarum 
violaceum). Durante o período experimental, a biomassa foi armazenada numa estufa a 45°C. 
A figura 7 representa uma amostra do bagaço de cana-de-açúcar utilizado. 
 
Figura 7- Bagaço de cana-de-açúcar 
3.1.2 Enzimas 
A hidrólise enzimática foi realizada utilizando a solução de enzimas comercial Cellic Ctec2 
disponível no laboratório. Esta solução de enzimas, própria para hidrólise de biomassa lenho-
celulósica, contém uma combinação de celulases, hemicelulases e β-glucosidases. 
3.2 Procedimento 
O procedimento experimental iniciou-se com a moagem do bagaço de cana-de-açúcar. 
Posteriormente, foram realizados ensaios de pré-tratamento de explosão de vapor com 
diferentes condições de tempo e razão biomassa/água, seguido da hidrólise enzimática e 
posterior determinação dos açúcares redutores resultantes, através do método do ácido 3,5-
dinitrosalicílico (DNS). Previamente, foi também realizado um ensaio para determinação da 
atividade da solução de enzimas fornecida. De seguida serão descritos todos os passos 
realizados em cada etapa experimental. 
 
Produção de combustíveis verdes a partir de resíduos agro-florestais 
Descrição Técnica e Discussão dos Resultados 20 
3.2.1 Moagem 
Para trituração do bagaço foi utilizado um moinho de lâminas IKA M20 disponível no 
laboratório. O bagaço triturado foi posteriormente peneirado com peneiros de 45 Mesh 
(abertura de 0,354 mm) e de 30 Mesh (abertura de 0,595 mm), resultando em dois tamanhos 
de partícula, referidos ao longo do trabalho como BC1 e BC2, respetivamente. Da biomassa 
triturada obteve-se ainda um tamanho de partícula de aproximadamente 5 mm de 
comprimento, denominado como BC3 ao longo do trabalho. Na figura 8 encontram-se ilustradas 
as amostras de bagaço de cana-de-açúcar de diferentes dimensões. 
 
3.2.2 Explosão a vapor 
O pré-tratamento de explosão a vapor foi realizado recorrendo a um reator fechado de 
31 cm3, com janelas de safira nas extremidades, equipado com uma válvula para 
despressurização. O reator utilizado encontra-se representado na figura 9. 
 
Figura 9- Reator utilizado nos ensaios de explosão a vapor 
 
Figura 8- Amostras de bagaço de cana-de-açúcar com diferentes dimensões 
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 Previamente a cada ensaio, o reator foi aquecido durante 5 minutos num forno à 
temperatura de 185°C. Introduziu-se 50 mg de bagaço de cana-de-açúcar e um determinado 
volume de água no reator, conforme as condições do ensaio, inserindo-se este de seguida 
novamente no forno à temperatura de 185°C. Após decorrido o tempo referente a cada ensaio, 
o reator foi retirado do forno e foi aberta instantaneamente a válvula para despressurização 
até à pressão atmosférica. É de referir que o processo de explosão a vapor executado nos 
ensaios experimentais é um processo adaptado.  
 Após cada ensaio, a biomassa pré-tratada foi colocada a secar numa estufa a 50°C até 
se obter massa constante, para posterior realização da hidrólise enzimática. 
Os ensaios foram todos realizados à temperatura de 185ºC, correspondente à máxima 
temperatura de funcionamento do forno. Não foram realizados ensaios a temperatura inferior 
pois os estudos referidos na literatura demonstram que este pré-tratamento apenas é eficiente 
a partir de 180ºC (Sendelius, 2005; Kaar et al., 1995; Horn et al., 2011).    
No decorrer do ensaio de explosão a vapor, observou-se a existência de duas fases, uma 
fase líquida e uma fase de vapor, nas mesmas condições de temperatura e pressão. Recorrendo 
a tabelas de vapor saturado, admitiu-se que a pressão no interior do reator é de 
aproximadamente 11 bar.  
Na figura 10 encontra-se ilustrado o reator durante um ensaio de explosão a vapor. 
 
Figura 10- Reator durante um ensaio de explosão a vapor 
Foram realizados ensaios de explosão a vapor com tamanhos de biomassa: 5 mm de 
comprimento com moagem, BC3; e fragmentos de bagaço com aproximadamente 10 mm de 
comprimento sem moagem, BC4, figura 11. Para cada tamanho de biomassa, variou-se o tempo 
de ensaio entre 10, 15 e 20 minutos. Foram realizados testes preliminares para avaliação dos 
tempos de ensaio adequados. Foi igualmente estudada a razão biomassa/água nos seguintes 
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níveis: 0,05; 0,1 e 0,2. Na figura 11 encontra-se representada a amostra de bagaço de cana-de-
açúcar BC4. 
 
Figura 11- Amostra de bagaço de cana-de-açúcar BC4. 
 
3.2.2.1 Severidade do pré-tratamento 
De acordo com a equação 2.1 pode ser calculada a severidade da explosão a vapor, 
através do log R0, tendo em conta as condições de temperatura e tempo utilizados. Uma vez 
que a temperatura utilizada é 185°C em todos os ensaios, a severidade neste caso apenas varia 
com o tempo de pré-tratamento. Como já foi referido, o facto desta equação não incluir o 
tamanho da biomassa torna o cálculo da severidade menos rigoroso. Na tabela 2 encontra-se 
apresentada a severidade referente a cada ensaio de pré-tratamento. 
Tabela 2- Severidade dos ensaios de pré-tratamento 
 
 
 
 
 
 
Tempo de pré-tratamento 
(min) 
Severidade 
10 3,50 
15 3,68 
20 3,80 
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3.2.3 Hidrólise Enzimática 
3.2.3.1 Determinação da atividade enzimática 
A atividade enzimática da solução de celulase fornecida foi medida tendo em conta as 
considerações indicadas por Adney, B. e Baker, J., no relatório técnico do National Renewable 
Energy Laboratory (2008). 
 Iniciou-se este ensaio com a preparação do tampão citrato de sódio 0,05 M, pH 4.8, 
dissolvendo-se 4,8 g de ácido cítrico em água destilada, perfazendo 500 mL de volume de 
solução, e pipetando hidróxido de sódio a 4% até a solução apresentar o pH desejado.  
 Em seguida foram preparados doze tubos de ensaio. Dez tubos de ensaio referentes a 
cinco diluições de enzima testadas (1:10; 1:15; 1:25; 1:50; 1:100) e ao respetivo controlo, e 
dois tubos de ensaio referentes ao branco do reagente e ao controlo de substrato. Em cada 
tubo de ensaio relativo às cinco diluições de enzima testadas, foram adicionados 1 mL de 
tampão citrato de sódio, 0,5 mL de solução de enzima diluída e 50 mg de papel de filtro 
Whatman nº1, como substrato. Nos respetivos controlos, apenas não foi adicionado o substrato. 
 Todos os tubos de ensaio foram incubados numa estufa a 50°C, durante 1 hora. Após 
este período de incubação adicionaram-se 3 mL de reagente DNS para parar a reação 
enzimática. As soluções resultantes foram analisadas recorrendo ao método DNS. 
Paralelamente, foram também analisadas da mesma forma cinco concentrações de 
glucose com o fim de obter uma curva de calibração.  
 
3.2.3.2 Hidrólise enzimática 
As amostras de bagaço pré-tratadas foram submetidas a ensaios de hidrólise enzimática. 
Estes ensaios foram realizados utilizando enzimas comerciais Cellic Ctec2. As condições de 
hidrólise foram selecionadas tendo em conta as considerações indicadas em Selig et al., 2008 
(relatório técnico do National Renewable Energy Laboratory) e Amores et al, 2013.  
 Preparou-se uma solução stock de enzima, contendo 50% da solução original diluída em 
tampão citrato 0.05M, pH 4.8. Colocou-se 5 mg/mL de cada amostra de bagaço pré-tratado em 
matrazes de 25 mL e adicionou-se o volume de tampão necessário para completar o volume de 
solução final pretendido. Esta mistura foi equilibrada a 50ºC na estufa, sendo posteriormente 
adicionado o volume de solução stock de enzima, correspondente a 15 “filter paper units” 
(FPU)/g de substrato. Os matrazes foram incubados numa estufa a 50ºC, com agitação de 160 
rpm, durante 24 horas. Após decorridas as 24 horas, efetuou-se a centrifugação da fase líquida 
durante 3 minutos a 13000 rpm, sendo esta posteriormente analisada relativamente aos 
açúcares redutores presentes, através do método DNS. Na figura 12 apresenta-se uma ilustração 
de um ensaio de hidrólise enzimática. 
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Figura 12- Ensaio de hidrólise enzimática 
Foram também submetidos a este passo de hidrólise, amostras de bagaço de cana-de-
açúcar BC1, BC2, BC3, BC4 e BC5 que não foram submetidas à etapa de pré-tratamento. A 
amostra BC5 corresponde a fragmentos de bagaço cortados com aproximadamente 20 mm de 
comprimento. 
 
3.2.4 Quantificação dos açúcares redutores- Método DNS 
Para determinação dos açúcares resultantes foi utilizado o método do ácido 3,5-dinitro 
salicílico (DNS). 
 O método de DNS é utilizado para a determinação da concentração de açúcares com 
poder redutor, recorrendo à espectrofotometria. Este baseia-se na redução do DNS a ácido 3-
amino-5-nitro salicílico, sendo os grupos carbonilo dos açúcares oxidados a carboxilo. 
 Este método envolve a mistura do reagente ácido 3,5-dinitro salicílico com a amostra 
em análise, o aquecimento para catálise da reação envolvida (Figura 13), e posteriormente 
medição da absorvância dos produtos formados, em particular o ácido 3-amino-5-nitrosalicílico 
(Wood et al., 2012). O ácido 3-amino-5-nitro salicílico apresenta uma cor laranja, 
comparativamente com a cor amarela do ácido 3,5-dinitro salicílico. 
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Figura 13- Reação de redução do ácido 3,5-dinitro salicílico 
O procedimento foi realizado conforme indicado por Miller, G. (1959).  
 Neste método é utilizada uma proporção de solução em estudo e de reagente DNS de 
1:1. Foram inicialmente adicionados 0,5 mL de hidrolisado obtido no respetivo ensaio de 
hidrólise enzimática a cada tubo de ensaio. Acrescentou-se 0,5 mL de reagente DNS a cada 
solução, e levaram-se os tubos a um banho termostatizado a 80ºC, durante exatamente 5 
minutos. Decorrido este tempo, adicionaram-se 5 mL de água destilada a cada solução, 
deixando-se arrefecer até à temperatura ambiente. Após o arrefecimento, foi feita a leitura 
da absorvância a 540nm, recorrendo a um espectrofotómetro UV/Vis V-1200 da VWR, e 
utilizando como referência o controlo da enzima. Para cada ensaio, realizaram-se as diluições 
apropriadas de forma a que os valores de absorvância medidos se encontrassem na gama de 
valores das retas de calibração traçadas. 
 Foram também analisados pelo método de DNS soluções provenientes da “lavagem” de 
substrato. 
 Na figura 14 encontra-se uma ilustração relativa a um ensaio de DNS, onde se verifica a 
coloração obtida nas soluções, após a reação de redução. 
 
Figura 14- Ilustração referente ao método DNS 
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3.2.5 Técnica de caracterização – Espetroscopia de infravermelho por transformada de 
Fourier (FTIR)  
 
A espectroscopia de infravermelho é uma técnica de caracterização que permite a 
identificação dos grupos funcionais presentes nas amostras analisadas. Esta técnica baseia-se 
na frequência de vibração específica de cada ligação química. 
Recorreu-se à análise por espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier 
de uma amostra de bagaço de cana-de-açúcar BC4, sem pré-tratamento e com pré-tratamento. 
A amostra com pré-tratamento analisada foi a amostra sujeita às condições de explosão de 
vapor mais severas, de 20 minutos, com uma razão biomassa/água de 0,2. 
 As amostras foram analisadas recorrendo ao equipamento ABB-Bomem Spectrometer. A 
transmitância foi medida pelo método ATR, numa gama entre os 600 e 4000 cm-1, com um 
número de varrimentos de 64.  
 
3.3 Resultados e Discussão 
Os resultados obtidos neste projeto baseiam-se essencialmente na recuperação de sólidos 
obtida no pré-tratamento de explosão a vapor e na quantidade de açúcares redutores obtidos 
no hidrolisado proveniente da hidrólise enzimática. 
Para determinação da concentração de açúcares redutores nas amostras, foram 
previamente traçadas retas de calibração referentes à glucose e à xilose, devido à 
predominância destes monossacarídeos no bagaço de cana-de-açúcar. As retas de calibração 
obtidas apresentam-se no Anexo B.  
 
3.3.1 Biomassa sem pré-tratamento 
Como referido anteriormente, foram submetidas à hidrólise enzimática cinco amostras 
de tamanhos diferentes de bagaço de cana-de-açúcar às quais não foi realizado o pré-
tratamento. Na figura 15 encontra-se representado o rendimento em açúcares redutores obtido 
no hidrolisado referente às cinco amostras de biomassa com diferentes dimensões. Os açúcares 
redutores quantificados incluem a glucose proveniente da celulose, assim como a xilose e outros 
possíveis açúcares provenientes da hidrólise da hemicelulose. 
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Figura 15- Rendimento em açúcares redutores da biomassa sem pré-tratamento 
 
É possível verificar que, tal como esperado, quanto menor a dimensão da biomassa, 
maior o rendimento em açúcares redutores, devido à maior exposição da celulose e 
hemicelulose às enzimas na hidrólise enzimática. 
É de referir que foi feita a “lavagem” de todas as amostras de bagaço de cana-de-açúcar 
para averiguar a existência de açúcares livres. A quantidade de açúcares livres obtida não foi 
significativa, levando à conclusão que os açúcares obtidos se referem apenas aos açúcares 
resultantes da hidrólise enzimática. 
 Admitindo que 65-80% do conteúdo do bagaço de cana-de-açúcar corresponde a celulose 
e hemicelulose, como é referido na literatura, é possível calcular a percentagem (mínima e 
máxima) de conversão destes polissacarídeos, %CP, em açúcares redutores, através da equação 
3.1. Na tabela 3 encontra-se a conversão respetiva a cada ensaio. 
 
 
%𝐶𝑃 =
𝐴çú𝑐𝑎𝑟𝑒𝑠 𝑟𝑒𝑑𝑢𝑡𝑜𝑟𝑒𝑠 𝑜𝑏𝑡𝑖𝑑𝑜𝑠 (𝑔/𝑔 𝑑𝑒 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎)
𝑃𝑜𝑙𝑖𝑠𝑠𝑎𝑐𝑎𝑟í𝑑𝑒𝑜𝑠 (𝑔/𝑔 𝑑𝑒 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎)
× 100    (3.1) 
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Tabela 3- % de conversão de polissacarídeos na hidrólise enzimática de biomassa sem pré-
tratamento 
Amostra 
% de conversão de 
polissacarídeos 
BC1 62-77% 
BC2 51-63% 
BC3 49-60% 
BC4 40-50% 
BC5 37-46% 
  
A utilização nos ensaios de biomassa moída ou de pequenos fragmentos cortados de 
bagaço de cana-de-açúcar favorece a hidrólise enzimática, levando à obtenção de conversões 
elevadas. 
 
3.3.2 Biomassa com pré-tratamento 
 
3.3.2.1 Recuperação de sólidos 
A determinação da % de recuperação de sólidos no pré-tratamento de explosão a vapor 
é um cálculo relevante uma vez que permite concluir acerca da variação das perdas existentes 
com as diferentes condições de pré-tratamento.  
Através da razão entre a massa de biomassa seca antes de ser submetida ao pré-
tratamento e a massa de biomassa seca determinada após o pré-tratamento, é possível 
determinar a recuperação de sólidos referente a cada ensaio. Nas tabelas 4 e 5 encontra-se a 
% de recuperação de sólidos correspondente aos ensaios realizados com a biomassa BC3 e BC4, 
respetivamente. 
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Tabela 4- % de recuperação de sólidos no pré-tratamento da biomassa BC3 
Razão 
Biomassa/Água 
Tempo (min) % de recuperação de sólidos 
0,05 
10 97% 
15 97% 
20 94% 
0,1 
10 95% 
15 96% 
20 89% 
0,2 
10 97% 
15 92% 
20 93% 
 
Tabela 5- % de recuperação de sólidos no pré-tratamento da biomassa BC4 
Razão 
Biomassa/Água 
(m/m) 
Tempo (min) % de recuperação de sólidos 
0,1 
10 97% 
15 97% 
20 86% 
0,2 
10 94% 
15 94% 
20 92% 
 
Através da análise das tabelas 4 e 5 verifica-se que as perdas existentes nos ensaios não 
foram significativas, existindo porém uma menor recuperação de sólidos nos ensaios realizados 
com tempos mais longos. Como referido por Amores et al. (2013), as perdas existentes nos 
ensaios de explosão a vapor devem-se à solubilização da hemicelulose e possível degradação 
da xilose em furfural. Esta solubilização é superior em tempos mais longos de pré-tratamento.  
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Assume-se que não há perda de celulose, pois a temperatura aplicada não é suficiente 
para solubilização ou degradação da celulose. Como mencionado por Amores et al. (2013), 
através da determinação do conteúdo em celulose da amostra de bagaço antes e após o pré-
tratamento, apenas foi verificada perda de celulose nos ensaios de explosão a vapor com 
temperaturas superiores a 215°C. 
Em processos de explosão a vapor publicados na literatura, parte do conteúdo em 
hemicelulose é removida da fração sólida e solubilizada na fração líquida, sendo estas frações 
posteriormente recolhidas num ciclone. Nos ensaios realizados, uma vez que a despressurização 
realizada envolvia a saída do vapor de água para o ambiente exterior, não houve formação de 
uma fração líquida no final do ensaio, logo não foi possível analisar esta solubilização.  
 
3.3.2.2 Quantificação dos açúcares redutores 
A quantificação dos açúcares redutores existentes no hidrolisado é fundamental para 
avaliação do efeito do pré-tratamento na acessibilidade das enzimas à celulose e hemicelulose.  
Nas figuras 16 e 17 encontram-se as representações do rendimento em açúcares 
redutores obtido nos ensaios com a biomassa BC3 e BC4, respetivamente. A exemplificação do 
cálculo do rendimento apresenta-se no Anexo C. Não foram realizados ensaios com uma razão 
biomassa/água de 0,05 à biomassa BC4, pois os resultados obtidos para a biomassa BC3 
demonstraram que esta razão originava um menor rendimento em AR. 
 
Figura 16- Rendimento em açúcares redutores referente aos ensaios de hidrólise enzimática 
com a amostra BC3 
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Figura 17- Rendimento em açúcares redutores referente aos ensaios de hidrólise enzimática 
com a amostra BC4 
 
 Através da análise da figura 16, referente à amostra BC3, verifica-se que a razão 
biomassa/água de 0,05 apresenta o menor rendimento em açúcares redutores obtido. Uma vez 
que a recuperação de sólidos para estas condições não é inferior à determinada para as razões 
biomassa/água de 0,1 e 0,2, pode-se assumir que este menor rendimento em açúcares 
redutores não está relacionado com a perda de açúcares durante o pré-tratamento.   
Observa-se que o rendimento em açúcares redutores relativo aos ensaios realizados com 
a biomassa BC4 é ligeiramente inferior ao rendimento obtido para a biomassa BC3. Este 
resultado é esperado uma vez que a biomassa BC3 possui dimensões inferiores. 
No ensaio relativo à amostra BC3, com uma razão de biomassa/água de 0,1, assim como 
no ensaio relativo à amostra BC4 com a mesma razão biomassa/água, obteve-se um maior 
rendimento de açúcares redutores nas amostras de biomassa submetidas a tempos mais curtos 
de pré-tratamento. Isto porque, quanto maior o tempo de exposição da biomassa a elevadas 
temperaturas, maior é a solubilização da hemicelulose.  
  Por outro lado, nos ensaios relativos às amostras BC3 e BC4 com uma razão de 
biomassa/água de 0,2, não se verifica a diminuição do rendimento em açúcares redutores com 
o aumento do tempo de tratamento da biomassa de 10 para 15 minutos. Quanto maior é o 
tempo de exposição da biomassa às condições do pré-tratamento, maior é o efeito relativo à 
exposição da celulose à hidrólise enzimática, devido à menor quantidade de hemicelulose no 
sólido ou possível mudança de estrutura da lenhina.  
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Uma vez que não foi possível verificar separadamente a quantidade obtida de glucose 
(proveniente da celulose) e xilose (proveniente da hemicelulose), não é possível concluir acerca 
da melhoria da exposição das enzimas à celulose individualmente. 
É de notar que com a realização do pré-tratamento, em comparação com resultados do 
rendimento em açúcares redutores da biomassa sem pré-tratamento, existe uma redução dos 
açúcares redutores no hidrolisado. Uma vez que os valores obtidos de recuperação de sólidos 
não permitem concluir que existiu uma perda significativa de hemicelulose durante o 
tratamento de explosão a vapor, pode-se inferir que este tratamento tenha um efeito negativo 
na melhoria da acessibilidade das enzimas aos polissacarídeos. 
Nas tabelas 6 e 7, encontra-se a % de conversão de polissacarídeos na hidrólise 
enzimática para a biomassa com pré-tratamento. Para o cálculo desta conversão foi retirada a 
% de açúcares perdidos na explosão a vapor ao conteúdo teórico em polissacarídeos do bagaço 
de cana-de-açúcar (65-80%).  
 
Tabela 6- % de conversão de polissacarídeos na hidrólise enzimática da biomassa BC3 
Razão 
Biomassa/Água 
(m/m) 
Tempo (min) 
% conversão de polissacarídeos na 
hidrólise enzimática 
0,05 
10 12-15% 
15 12-15% 
20 12-15% 
0,1 
10 19-24% 
15 15-18% 
20 16-21% 
0,2 
10 16-20% 
15 18-23% 
20 16-20% 
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Tabela 7- % de conversão de polissacarídeos na hidrólise enzimática da biomassa BC4 
 
Razão 
Biomassa/Água 
(m/m) 
Tempo (min) 
% conversão de polissacarídeos na 
hidrólise enzimática 
0,1 
10 14-17% 
15 13-16% 
20 14-18% 
0,2 
10 15-19% 
15 12-16% 
20 11-14% 
 
Por comparação com a % de conversão de polissacarídeos da biomassa sem pré-
tratamento, verifica-se uma diminuição significativa desta conversão com a realização do pré-
tratamento. 
Para uma comparação mais precisa, foi determinado o rendimento em açúcares 
redutores assumindo que a massa de biomassa perdida na explosão a vapor corresponde a 
potenciais açúcares redutores. Para isso, foi feita a soma destes potenciais açúcares com os 
açúcares redutores obtidos no hidrolisado. 
A representação gráfica da figura 18 apresenta a comparação entre o rendimento em 
açúcares redutores obtido sem pré-tratamento e o máximo rendimento obtido com pré-
tratamento, para os dois tamanhos de biomassa estudados. O rendimento em açúcares 
redutores referente à biomassa com pré-tratamento inclui os potenciais açúcares redutores 
perdidos no pré-tratamento. Pode-se verificar que mesmo contabilizando a massa de sólidos 
perdida, o rendimento é muito superior na biomassa sem pré-tratamento. Este resultado mostra 
que a realização do pré-tratamento nestas condições tem um efeito negativo na acessibilidade 
das enzimas aos polissacarídeos. 
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Figura 18- Rendimento em AR para biomassa sem pré-tratamento e com pré-tratamento 
3.3.3 FTIR  
Na figura 19 encontra-se representado o espectro obtido no ensaio de FTIR da amostra 
sem pré-tratamento, sobreposto ao espectro da amostra com pré-tratamento. 
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Figura 19- Espectros resultantes do FTIR, sobrepostos. Linha de cor azul: Amostra sem pré-
tratamento. Linha de cor cinzenta: Amostra com pré-tratamento 
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Pode-se verificar que existe uma sobreposição quase total dos espectros, o que leva a 
concluir que o pré-tratamento não causou modificações significativas na composição química 
da amostra de bagaço de cana-de-açúcar. 
 No artigo publicado por Vivekenand et al. (2014) é feita a comparação entre o espectro 
obtido na análise do bagaço sem pré-tratamento e com pré-tratamento de explosão a vapor 
com uma severidade de 4.6. Verificou-se o aumento da intensidade da banda localizada no 
comprimento de onda 1032 cm-1, correspondente às ligações C-O da celulose e hemicelulose, 
no espectro referente ao bagaço pré-tratado, o que permitiu concluir acerca da maior 
exposição dos polissacarídeos. Uma vez que a composição e estrutura do bagaço de cana-de-
açúcar difere conforme a variedade de cana-de-açúcar, a comparação do espectro obtido com 
o espectro apresentado neste artigo não permite tirar conclusões concretas acerca da exposição 
dos polissacarídeos. 
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4 Rendimento em biocombustíveis   
Neste capítulo é feita a comparação entre o rendimento em biogás e bioetanol do bagaço 
de cana-de-açúcar com e sem a realização do pré-tratamento. Uma vez que os resultados 
obtidos no trabalho experimental não permitem realizar este cálculo, esta avaliação foi 
realizada com base em valores publicados na literatura para o processo de explosão a vapor 
comum. 
4.1 Biogás 
No estudo reportado por Vivekenand et al. (2014), é demonstrado que o tratamento de 
explosão a vapor aplicado ao bagaço de cana-de-açúcar melhora significativamente a eficácia 
da digestão anaeróbia, diminuindo o tempo de residência da biomassa no digestor. O máximo 
rendimento em biometano foi obtido com amostra de bagaço pré-tratado por explosão a vapor 
com uma severidade de 4,6. Observou-se que o rendimento em metano do bagaço pré-tratado 
após 10 dias de digestão foi superior ao rendimento em metano do bagaço sem pré-tratamento 
ao fim de 41 dias de digestão. Relativamente ao bagaço pré-tratado, 88% do rendimento total 
obtido após 41 dias foi alcançado após 10 dias de digestão.   
Na tabela 8 encontra-se calculado o rendimento em €/t de bagaço de cana-de-açúcar 
com e sem pré-tratamento, referente à produção de biogás. Supôs-se que o valor de mercado 
se refere a biogás com 97% de metano. 
Tabela 8- Rendimento em biogás 
 
Rendimento em 
biometano 
(m3/t bagaço de cana-
de-açúcar seco) 
Valor de mercado 
no produtor 
(€/m3 de biogás)* 
Rendimento 
(€/t bagaço de 
cana-de-açúcar 
seco) 
Sem pré-tratamento 152,0 
0,43 
67,38 
Com pré-tratamento 203,6 90,26 
*Valor obtido em NGVA Europe, para o Brasil. Assumiu-se uma margem de comercialização de 40% sobre o preço de 
venda ao consumidor. 
 Pode-se verificar que a realização do pré-tratamento permite um aumento de 
aproximadamente 34% do rendimento, porém deve ter-se em conta que este pré-tratamento 
obriga a custos adicionais no processo. 
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4.2 Bioetanol 
Amores et al. (2013) reportou um estudo no qual é avaliado o efeito do pré-tratamento 
de explosão a vapor na hidrólise enzimática do bagaço de cana-de-açúcar, para produção de 
bioetanol. O ensaio de explosão a vapor que conduziu a um maior rendimento em glucose na 
hidrólise enzimática foi realizado a uma temperatura de 215ºC durante 5 minutos. Recorrendo 
à quantidade total de glucose originada no pré-tratamento e hidrólise enzimática nestas 
condições, 0,3323 g de glucose/g de bagaço, calculou-se o rendimento em bioetanol com base 
no rendimento teórico de 0,51 g etanol/g de glucose. No estudo apresentado neste artigo, foi 
obtida uma conversão de apenas 7% na hidrólise enzimática do bagaço sem pré-tratamento, em 
comparação com 80% na hidrólise de bagaço com pré-tratamento.  
Na tabela 9 encontra-se o rendimento em €/t de bagaço de cana-de-açúcar com e sem 
pré-tratamento, referente à produção de bioetanol.  
Tabela 9- Rendimento em bioetanol 
 
Rendimento em 
bioetanol 
(L/t bagaço de cana-
de-açúcar seco) 
Valor de mercado 
no produtor 
(€/L de bioetanol)** 
Rendimento 
(€/t bagaço de 
cana-de-açúcar 
seco) 
Sem pré-tratamento 17,3 
0,44 
7,61 
Com pré-tratamento 214,8 94,51 
**Valor convertido a partir de 1,3237 reais/L, obtido em UNICA, referente à 1ªsemana de Junho de 2014. 
 
 Uma vez que a conversão obtida na hidrólise enzimática do bagaço de cana-de-açúcar 
sem pré-tratamento é muito inferior à conversão obtida na hidrólise do bagaço pré-tratado, o 
rendimento obtido para bagaço sem pré-tratamento é 8% do rendimento obtido para o bagaço 
com pré-tratamento. Como foi referido anteriormente no cálculo do rendimento em biogás, 
deve ter-se em conta que este pré-tratamento implica custos adicionais no processo. 
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5 Conclusões 
A % de recuperação de sólidos demonstrou que não existiram perdas significativas nos 
ensaios de explosão a vapor. Por outro lado, o rendimento em açúcares redutores é 
significativamente inferior ao rendimento obtido com a hidrólise enzimática do bagaço de cana-
de-açúcar sem pré-tratamento, assim como a respetiva % de conversão dos polissacarídeos, o 
que leva a concluir que as condições de tempo e razão biomassa/água utilizadas na explosão a 
vapor não são favoráveis relativamente à melhoria da acessibilidade das enzimas aos 
polissacarídeos.  
Uma vez que não foi possível analisar separadamente a glucose proveniente da hidrólise da 
celulose e a xilose e outros monossacarídeos provenientes da hidrólise da hemicelulose, não é 
possível tirar conclusões acerca do efeito do pré-tratamento na melhoria da acessibilidade das 
enzimas à celulose em particular. 
 A análise do espectro de FTIR obtido permite ainda concluir que a realização do pré-
tratamento não levou à modificação da composição química da amostra.  
Relativamente à comparação do rendimento em biocombustíveis com e sem a realização 
do tratamento de explosão a vapor comum, verifica-se que a sua realização permite um 
aumento significativo do rendimento.  
5.1 Objetivos Realizados 
A pesquisa efetuada levou à compilação dos diferentes pré-tratamentos de biomassa 
lenho-celulósica atualmente adotados, assim como à compreensão da necessidade da 
realização de um passo de pré-tratamento no processo de conversão de biomassa lenho-
celulósica em biocombustíveis. 
O trabalho experimental levado a cabo permitiu avaliar que o pré-tratamento de explosão 
a vapor realizado com as condições estudadas, não provoca melhorias na acessibilidade das 
enzimas aos polissacarídeos. 
Avaliou-se ainda o rendimento em biocombustíveis a partir do bagaço de cana-de-açúcar 
pré-tratado por explosão a vapor, com base em artigos encontrados na literatura. 
5.2 Limitações e Trabalho Futuro 
Em relação ao trabalho experimental, a possibilidade de medição da pressão no interior 
do reator seria útil para melhor avaliação das condições ao longo do tratamento assim como do 
tempo necessário de pré-tratamento. Relativamente à quantificação de açúcares redutores, a 
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utilização de um HPLC com uma coluna com a capacidade de separar os monossacarídeos seria 
fundamental para averiguar a melhoria da exposição da celulose na hidrólise enzimática. 
A utilização de um sistema de recolha da biomassa e vapor no momento da 
despressurização, por exemplo um ciclone, seria útil para a correta avaliação do tratamento 
em questão, nomeadamente da solubilização da hemicelulose.  
A realização de ensaios a temperaturas superiores a 185°C seria interessante para 
concluir acerca do efeito da temperatura na eficácia do pré-tratamento. 
Em relação a trabalho futuro, propõe-se a avaliação de outras condições de temperatura 
e pressão de pré-tratamento, assim como a utilização do equipamento de HPLC referido acima 
para averiguar a melhoria da exposição da celulose na hidrólise. Propõe-se também a avaliação 
da modificação da estrutura da biomassa com o pré-tratamento recorrendo à Microscopia 
Electrónica de Varrimento (MEV). 
Seria ainda de grande interesse a realização de testes de digestão anaeróbia à biomassa 
com pré-tratamento e sem pré-tratamento, para avaliação da influência no rendimento em 
biogás. A avaliação do tempo de residência na digestão anaeróbia em comparação com a 
digestão anaeróbia da biomassa sem pré-tratamento é um importante fator na avaliação da 
eficácia do pré-tratamento. 
Propõe-se ainda a realização de uma análise económica do processo de explosão a vapor, 
tendo em conta os custos de equipamento e de funcionamento.   
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Anexo A  Determinação da atividade enzimática 
O cálculo da atividade enzimática foi realizado com base nas indicações referidas no 
relatório técnico do NREL. Nas tabelas 10 e 11 apresentam-se as diluições efetuadas à solução 
de enzima e os valores de absorvância referentes à calibração da glucose, respetivamente. 
Tabela 10- Diluições da solução de enzima 
Volume de solução stock de 
enzima (mL) 
Volume de tampão citrato 
(mL) 
Diluição 
0,08 7,92 1:100 
0,16 7,84 1:50 
0,32 7,68 1:25 
0,54 7,46 1:15 
0,80 7,20 1:10 
 
Tabela 11- Valores de absorvância- calibração da glucose 
Volume de 
solução stock de 
Glucose (mL) 
Volume de 
tampão citrato 
(mL) 
Diluição 
Concentração 
(mg/0,5 mL) 
Absorvância 
1,00 0,50 1:1,5 3,35 0,486 
1,00 1,00 1:2 2,50 0,375 
1,00 2,00 1:3 1,65 0,229 
1,00 4,00 1:5 1,00 0,135 
 
Encontra-se representada na figura 20 a reta de calibração da glucose. As concentrações 
correspondentes a cada absorvância correspondem à concentração original da solução, antes 
da diluição realizada no método DNS. Como todas as soluções foram analisadas com a mesma 
diluição, não foi necessário calcular a concentração da solução final analisada. 
Produção de combustíveis verdes a partir de resíduos agro-florestais 
Anexo A 46 
 
Figura 20-Reta de calibração da glucose 
 Na tabela 12 apresenta-se a concentração de glucose referente a cada diluição de 
enzima, calculada através da reta de calibração. 
Tabela 12-Concentração de glucose referente a cada diluição de enzima  
Diluição de solução de 
enzima 
Absorvância [Glucose] (mg/0,5 mL) 
1:100 0,134 0,993 
1:50 0,191 1,368 
1:25 0,261 1,828 
1:15 0,376 2,583 
1:10 0,496 3,372 
 
 Através da realização de uma interpolação a partir dos pontos assinalados a vermelho 
no gráfico da figura 21, é possível calcular a diluição de solução de enzima que libertaria 2,0 
mg de glucose. 
(2,583 − 2)
(2,583 − 1,828)
=
(0,067 − 𝑥)
(0,067 − 0,040)
↔ 𝑥 = 0,046 
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Figura 21- Representação gráfica da concentração de glucose correspondente a cada diluição 
de enzima 
 Para calcular a atividade enzimática da enzima em FPU, recorreu-se à equação a.1. O 
valor obtido foi de 8,03 FPU/mL. 
𝐹𝑖𝑙𝑡𝑒𝑟 𝑃𝑎𝑝𝑒𝑟 𝐴𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡𝑦 =  
0,37
[𝑒𝑛𝑧𝑦𝑚𝑒] 𝑟𝑒𝑙𝑒𝑎𝑠𝑖𝑛𝑔 2.0 𝑚𝑔 𝑔𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑒
𝑢𝑛𝑖𝑡𝑠/𝑚𝐿  (a.1) 
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Anexo B Retas de calibração-método DNS 
Glucose 
 Para representar a reta de calibração da glucose foi calculada a concentração de cada 
solução após diluição, ou seja, na solução analisada. Na tabela 13 apresentam-se os dados 
referentes à reta de calibração da glucose, representada na figura 22.  
Tabela 13-Dados referentes à reta de calibração da glucose 
Concentração de glucose 
na solução original  
(mg/mL) 
Concentração de glucose 
após diluição  
(mg/mL) 
Absorvância a 540 nm 
10,0 0,0823 0,721 
9,09 0,0748 0,653 
8,00 0,0658 0,588 
6,70 0,0551 0,486 
5,00 0,0412 0,375 
3,30 0,0272 0,229 
2,00 0,0165 0,135 
1,67 0,0137 0,112 
 
 
Figura 22- Reta de calibração da glucose 
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Xilose 
Para representar a reta de calibração da xilose foi igualmente calculada a concentração 
de cada solução após diluição, ou seja, na solução analisada. Na tabela 14 apresentam-se os 
dados referentes à reta de calibração da xilose, representada na figura 23. 
Tabela 14-Dados referentes à reta de calibração da xilose 
Concentração de xilose 
na solução original  
(mg/mL) 
Concentração de glucose 
após diluição  
(mg/mL) 
Absorvância a 540 nm 
10,0 0,0823 0,751 
9,09 0,0748 0,687 
8,00 0,0658 0,597 
6,70 0,0551 0,500 
5,00 0,0412 0,370 
3,30 0,0272 0,248 
2,00 0,0165 0,143 
1,67 0,0137 0,121 
 
 
Figura 23- Reta de calibração da xilose
y = 9,2103x - 0,0065
R² = 0,9999
0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,0000 0,0100 0,0200 0,0300 0,0400 0,0500 0,0600 0,0700 0,0800 0,0900
A
b
so
rv
ân
ci
a
Concentração de xilose (mg/mL)
Produção de combustíveis verdes a partir de resíduos agro-florestais 
 
Anexo C 51 
Anexo C  Exemplo de cálculo 
 
Rendimento em açúcares redutores:  
 
O rendimento em açúcares redutores foi calculado através da seguinte equação:  
 
𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑒𝑚 𝐴𝑅 (
𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝐴𝑅
𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎
) = [𝐴𝑅] (
𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑔𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑒
𝑚𝐿
) × 𝑉𝐻 (𝑚𝐿) ×
1
𝑚𝐵 (𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎)
 (c.1) 
  
Em que [AR] corresponde à concentração de açúcares redutores no hidrolisado, em mg/mL, 
calculada recorrendo à reta de calibração da glucose e xilose (considerou-se uma média dos 
valores) e tendo em conta as diluições efetuadas. VH corresponde ao volume de hidrolisado, em 
mL, e mB à massa de bagaço de cana-de-açúcar submetida ao ensaio de hidrólise, em mg. 
 
Exemplo de cálculo: biomassa BC3 pré-tratada (razão de biomassa/água=0,1; t=10 min) 
 
𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜 𝑒𝑚 𝐴𝑅 (
𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝐴𝑅
𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎
) = 0,725 
𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑔𝑙𝑢𝑐𝑜𝑠𝑒
𝑚𝐿
× 4 𝑚𝐿 ×
1
20,1 𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎
 =
             = 0,144 
𝑚𝑔 𝑑𝑒𝐴𝑅
𝑚𝑔 𝑑𝑒 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎
        (c.2) 
 
